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RESUMEN
Las enfermedades causadas por el virus del genero coronavirus, en aves, son de
distribución mundial y llevan a sensibles prejuicios económicos en la avicultura. Se
conocen cuatro (4) tipos de coronavirus en aves de producción, de los cuales se
destacan el virus de la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas (IBV), que se presenta
en diversos serotipos y patotipos, causando enfermedades de los tractos
respiratorio, reproductivo, entérico y renal, y el Coronavirus de los Pavos (TCoV)
frecuentemente asociado a enteritis. En las codornices, que constituyen un área
emergente de la avicultura, se conoce solamente un relato de caso de
coronavirus, evidenciando el probable desconocimiento del virus en esta especie.
En este documento se analiza la ocurrencia de coronavirus y los serotipos
presentados en codornices alojadas cerca de gallinas ponedoras en una granja
ubicada en el estado de Espíritu Santo- Brasil. Se seleccionaron aleatoriamente
seis (6) cordonices cuyos galpones presentaban cambios en la conformación de
la cascara del huevo y de las cuales se tomaron muestras de los órganos diana
para este virus, sometiéndose a una NESTED-RT PCR dirigida a la región 3´UTR
de los coronavirus aviares para posterior secuenciamiento y análisis de DNA de
las amplificaciones obtenidas para determinar de forma precisa la especie de
coronavirus aviar. Se logro como resultado dos secuencias que al ser analizadas y
comparadas con la base de datos Genbank arrojaron 94% de compatibilidad con
el virus de la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas y el Coronavirus de los Pavos.
Mostrando de esta manera la susceptibilidad de la codorniz al coronavirus y la
correlación de signos asociados a la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas. Por lo
tanto es de gran la importancia profundizar esta investigación para esclarecer el
papel de la codorniz como posible portador sano del virus de la Bronquitis
infecciosa de las gallinas.
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ABSTRACT
Diseases caused by viruses of the genus Coronavirus, in birds, are worldwide
distribution and cause sensitive economic bias in the poultry industry. We know
four (4) types of coronavirus in poultry production, which highlights the infectious
bronchitis virus of chickens (IBV) that comes in different serotypes and pathotypes,
causing diseases of the respiratory, reproductive, enteric and renal function, and
the turkey coronavirus (TCoV) frequently associated with enteritis. In the quail,
which are an emerging area of poultry, is known only one case report of
coronavirus, demonstrating the probable ignorance of the virus in this species. This
paper analyzes the occurrence of coronavirus, and serotypes presented in quails
housed near a farm of chickens in the state of Espiritu Santo, Brazil. We randomly
selected six (6) quail whose warehouses had changes in the conformation of the
shell of the egg and from which samples were taken from the target organs for the
virus, submitting a NESTED RT-PCR targeting the 3'UTR region avian
coronaviruses for subsequent DNA sequencing and analysis of the amplifications
obtained to determine precisely the sort of avian coronavirus. Are achieving results
in two sequences to be analyzed and compared to Genbank database yielded 94%
of compatibility with infectious bronchitis virus of chickens and the turkey
coronavirus. Thus showing the susceptibility of quail to the coronavirus and
correlation of signs associated with infectious bronchitis of chickens. Therefore it is
of great importance that further research to clarify the role of quail as a possible
host of infectious bronchitis virus of chickens.
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INTRODUCCIÓN
Debido a los diferentes procesos que están aconteciendo en el mercado, las aves
comerciales, como las codornices, son una alternativa para responder a la
creciente demanda de alimento.
Las codornices son originarias de Europa, Norte de África y Asia y pertenecen
a la familia Phasianidae, subfamilia Perdicinidae, siendo, por lo tanto de la misma
familia de la gallinas y las perdices (PINTO et al., 2002). La cría racional de
codornices caseras tuvo su inicio en el siglo XI, cuando la Coturnix coturnix
coturnix llego al Japón, China y hasta Corea, pero solamente a partir de 1910,
después de muchos estudios realizados se consiguió un tipo domesticado, la
Coturnix coturnix japónica (LÁZARO, et al., 2005; FABICHAK, 1988).
Actualmente ofrece interés comercial, por la producción de huevos y carne y por
los subproductos como las plumas y el excremento, entre otros. Existen varios
factores que han contribuido para el aumento de la cría de codornices, entre los
que se destaca: el rápido crecimiento, la precocidad en la producción y madurez
sexual (35-42 días), la alta productividad (una media de 300 huevos/año),
pequeños espacios para grandes poblaciones, gran longevidad en alta producción
(14-18 meses), baja inversión y en consecuencia rápido retorno financiero (PINTO
et al., 2002).
Es por esto que enfermedades causadas por diversos agentes, como los
coronavírus, que pueden afectar aves de producción, son de elevada importancia
para la explotación avícola tanto en función de las perdidas económicas como la
posibilidad de transmisión entre las especies de aves.
Los coronavírus (nombre proveniente de la palabra coroa y adaptado en 1968
debido a la morfología observada en el microscopio electrónico) se clasifican en el
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orden Nidovirales, familia Coronaviridae que comprende los géneros Coronavirus
y Torovirus. En este orden también se encuentran

las famílias Arteriviridae y

Roniviridae. El género coronavirus esta subdividido en tres grupos de acuerdo con
los epitopes presentes en las glicoproteínas de envoltura, en el análisis de las
secuencias de nucleótidos y los hospederos naturales (CAVANAGH et al., 2007;
CIRCELLA et al., 2007; WEISS et al., 2005; GONZÁLES et al., 2003; BRANDÃO
et al., 2001). En el grupo 1 y 2 se encuentran los coronavirus de los mamíferos y
en el grupo tres los coronavirus aviarios dentro de los cuales se localiza el virus de
la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas y el Coronavirus de los pavos, entre otros
(MCKINLEY et al., 2008)
Específicamente con relación a los coronavirus que afectan a las codornices,
se conoce muy poco acerca de la diversidad molecular del mismo en este tipo de
animales así como el papel que tienen las codornices como posibles hospederos
para la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas. Este conocimiento no solo es
esencial para entender las relaciones genealógicas entre los coronavirus de las
diferentes aves, si no también para comprender la proximidad antigénica entre los
mismos.
Por ello el objetivo de la investigación fue aplicar las diversas técnicas de
biología molecular como método diagnostico para esta enfermedad y analizar la
ocurrencia de los casos de coronavirus en codornices, debido a que no se tiene
suficiente información sobre este tema que afecta una cadena de producción que
en un futuro puede llegar a ser muy importante
Este trabajo fue esencial porque se integró los conocimientos de virología,
epidemiologia animal y patología, ayudando al crecimiento profesional, pues
abarco otra visión de la carrera y abrió nuevos horizontes que ayudaron a
interpretar resultados a partir de técnicas que se creen muy complejas para ser
llevadas a cabo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Utilizar las diferentes técnicas de biología molecular (extracción de DNA y RNA,
reacción de transcripción reversa, reacción en cadena de la polimerasa (PCR),
reacción en cadena de la polimerasa NESTED, electroforesis, purificación y
precipitación de DNA, secuenciamiento y análisis de las secuencias) como
herramientas diagnósticas para la prevención y control de enfermedades en aves,
específicamente en codornices.
OBJETIVOS ESPECÍFICOS
• Estudiar la ocurrencia de casos de coronavirus en codornices, a partir de
muestras de órganos como pulmón, tráquea, riñones, tracto reproductivo y
contenido intestinal, con sospecha de infección con este virus en base al
diagnóstico por la reacción de la transcripción reversa seguida de la
reacción en cadena de la polimerasa (RT- PCR) y la NESTED.
• Analizar y comparar las secuencias obtenidas con la base de datos del
GenBank para determinar el posible coronavirus presente en los animales.
• Realizar la amplificación parcial de la región codificadora de la subunidad
S1 de la proteína S del virus de la Bronquitis Infecciosa de las gallinas, a
partir de las muestras tomadas de las codornices.
• Generar información preliminar sobre el probable coronavirus que afecta las
codornices.
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1. LA CODORNIZ
La coturnicultura es una rama de la avicultura cuya finalidad es la de criar, mejorar
y fomentar la producción de codornices para aprovechar sus productos como
huevos, carne, codornaza, entre otros. Este tipo de explotación ha tenido en los
últimos años un gran auge, mostrando unas perspectivas amplias de
comercialización e industrialización, debido a los grandes beneficios y costos
bajos.
En algunos países de Suramérica la coturnicultura está en crecimiento por
presentar las condiciones climatológicas apropiadas, como es el caso de
Colombia, Venezuela, Brasil y Argentina, en donde se han multiplicado las
explotaciones durante la última década (VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004).
En el caso de Brasil, se introdujo la cría de la codorniz en la década de los 60,
utilizándola para la producción y comercialización de huevos principalmente del
ave Coturnix coturnix japonica por su alta productividad y multiplicación (DA SILVA
SANTOS, 2005). Desde el año de 1995 hasta el 2005, Brasil registro un aumento
de 132% del plantel avícola de las codornices y la producción de huevo, en este
mismo periodo, se incremento en un 175% (FUJIKURA, 2002).
En cuanto a la situación en Colombia, los primeros lotes de codornices fueron
introducidos en la década de los años sesenta, con la especie Coturnix coturnix
japonica como la más representativa. No obstante, la producción coturnícola en la
última década ha aumentado en los diferentes pisos térmicos del país, ya que esta
especie requiere poca área y muestra altos rendimientos productivos, siendo una
alternativa atractiva para que el productor del campo mejore y diversifique sus
ingresos, observando un estricto control de las prácticas de manejo, cuidando los
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factores que intervienen en la producción, como son la nutrición y la sanidad
(VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004)
1.1. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA
La codorniz pertenece al grupo de las Gallináceas, familia Phasianoidea y especie
Coturnix coturnix. Las especies que se han explotado comercialmente son:
Coturnix coturnix coturnix y Coturnix coturnix japonica (Figura 1), esta ultima fue
introducida

en el siglo XIX, en Europa y Estados Unidos como ave de

investigación y decorativa, alcanzando después importancia en la industria
avícola.

Figura 1. Clasificación taxonómica de la especie Coturnix coturnix japonica
(VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004)
1.2 INFORMACIÓN PRODUCTIVA
Dentro de las principales características zootécnicas se encuentran: la hembra
adulta pesa de 100 a 120 g y el macho de 90 a 110 g; consumen de 17 a 20 g de
alimento diario que contiene de 22% a 24% de proteína; cada 100 codornices
ponen entre 80 y 100 huevos diarios, es decir 300 huevos en un ciclo productivo
corto de postura regular (12 meses), con un promedio de postura del 90% y una
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excelente fertilidad y precocidad sexual (hembras a los 42 días y machos a los 5560 días) (VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004; PINTO et al., 2002).
1.2.1 Entorno productivo Para que su explotación a gran escala sea eficiente,
deben manejarse en zonas con temperatura entre 18 y 24 ºC y con un ambiente
seco, humedad relativa entre 60% y 65%. Las codornices son muy sensibles a las
temperaturas frías, especialmente en las noches, siendo necesario hacer un
manejo de la temperatura a través de cortinas para proveerles un medio ambiente
óptimo. Por otra parte, se requiere mantener una iluminación suficiente, pues así
se estimulará la postura.
Se debe albergar 15 a 20 animales, cada jaula tiene un comedero y un
bebedero y por cada 1.000 aves en jaula se necesitan 35 m2 de galpón
(VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004).
1.2.2 Etapas productivas Es el período comprendido entre el nacimiento de la
codorniz y el final de su producción de huevos; consta de tres etapas:
• Cría: de 0 a 3 semanas de edad; en esta etapa es definitivo el manejo que se
haya hecho de la etapa reproductiva.
• Levante: de 4 a 7 semanas de edad.
• Postura: de 8 a 60 semanas de edad.
1.2.3 Características del huevo El huevo esta compuesto fundamentalmente por
agua, grasas, azúcares, vitaminas, proteína y sales mineralizadas. En términos
generales, puede decirse que un huevo de codorniz equivale, en calorías,
proteínas y vitaminas, a 100 g de leche, conteniendo además una cantidad mayor
de hierro. Pero lo más destacable de la composición del huevo de codorniz es su
riqueza proteica y un contenido menor de agua y de grasa que el del huevo de
gallina.
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1.2.4. Producción de huevos de gallina vs huevos de codorniz Aunque las
gallinas y las codornices pueden ser muy parecidas pues pertenecen al mismo
grupo y dan los mismos productos, entre los dos tipos de aves existen diferencias,
entre las que se destacan principalmente el espacio necesario por ave, el número
de huevos puestos y su ciclo de postura. En la tabla se resumen las diferencias
más notables entre estos tipos de explotaciones:
Tabla 1. Diferencias entre el huevo de la gallina y el huevo de la codorniz

Nota. Datos tomados de Vázques y Ballesteros (2004)
1.3 BIOSEGURIDAD
Al implementar un plan de bioseguridad, el objetivo será el de mantener a las aves
lejos de los visitantes, las aves silvestres, los insectos, los ratones y otros
animales. Con el mantenimiento del área lo más limpia posible, se reducen
drásticamente las oportunidades de un brote de enfermedad, siendo necesario
realizar prácticas de desinfección con formaldehído, ya sea fumigado o en aerosol.
Además se debe efectuar el aseo minucioso que comprenda el raspado, la barrida
y el lavado total de pisos, paredes, mallas, techos y vigas; elementos que recogen
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y acumulan gran cantidad de polvo, telarañas y secreciones con una alta
contaminación bacteriana.
Por otra parte, se debe eliminar las causas de estrés y mantener el galpón en
excelentes condiciones, de tal modo que las aves puedan crecer y producir
adecuadamente. Para ello es necesario familiarizarse con las siguientes prácticas:
• Desinfectar los vehículos a la entrada de la granja y restringir el ingreso de
visitantes.
• Colocar cascarilla de arroz o viruta con cal en las bandejas de excrementos para
poder utilizar mejor el abono.
• Cambiar el agua todos los días y verificar que se mantenga fresca y limpia;
desinfectar los bebederos.
• Controlar las corrientes de aire.
• Ubicar el galpón mínimo a 200 metros de distancia de otro plantel avícola. Si se
va a construir más de un galpón en el mismo lugar, tiene que haber, por lo menos,
un espacio de 15 a 30 metros entre los galpones, para prevenir obstáculos al
movimiento del aire.
• Evitar la contaminación de los alimentos (VÁZQUES Y BALLESTEROS, 2004).
1.4 ENFERMEDADES DE LAS CODORNICES
Aunque la codorniz es un animal extremadamente resistente y a pesar de las altas
concentraciones de animales que se producen durante la cría, en casi todas las
explotaciones son muy raras las enfermedades. Pero se pueden presentar en
cualquier

momento

brotes

producidos

por

coccidias,

parásitos

internos

(protozoarios, micoplasmosis, Salmonella) o externos (piojos) o por virus (Enteritis
ulcerativa, Bronquitis de las codornices, New Castle, Encefalomielitis, Enfermedad
Respiratoria Crónica, Gumboro, Influenza Aviar (Peste aviar), Enfermedad de
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Marek y Viruela). Asimismo se pueden presentar otros problemas como prolapso
uterino y canibalismo.
La codorniz no necesita vacunas, pero existen patologías que pueden ser
transmitidas por otras aves. Por esta razón, es conveniente conocer la incidencia
de enfermedades en la zona (BARBADO, 2004).
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2. CORONAVIRUS
2.1. HISTORIA
Las enfermedades causadas por coronavirus se han descrito hace más de 70
años. En 1931 Schalk y Hawn en Dakota del norte (Estados Unidos) reportaron
por primera vez un caso con signos clínicos de Bronquitis infecciosa, luego en
1936 Beach y Schalm descubren la etiología del virus y un año mas tarde (1937)
Beudette y Hudson llevan a cabo la inoculación del virus en huevos embrionados.
En 1941 Van Roekel comienza a desarrollar programas de inmunización y en 1956
Junger y colaboradores descubren que la cepa Connecticut aislada en 1951 y la
cepa Massachutes aislada en 1941 producen enfermedades similares pero no
protección cruzada o neutralización cruzada y es la primera evidencia que la
Bronquitis infecciosa incluye más de un serotipo. Ya en los años 60´s se observa
que la enfermedad causa lesión en los riñones (CAVANAGH et al., 2003) y desde
la década de 1970 se han estudiado los mecanismos moleculares de replicación y
la patogénesis de varios coronavirus, como el virus de la gastroenteritis
transmisible porcina (TGEV), coronavirus bovino (BCoV), y el virus de la bronquitis
infecciosa de las gallinas (IBV), que son de importancia veterinaria. (WEISS y
NAVAS-MARTIN, 2005).
Esta familia de virus se ha mantenido relativamente oscura, probablemente
porque no fueron graves las enfermedades humanas que podrían atribuirse
definitivamente a los coronavirus, sólo el resfriado común. Sin embargo, en 2003,
cuando quedó claro que un nuevo coronavirus humano fue responsable de un
síndrome respiratorio agudo severo (SARS), este grupo de virus paso a ser más
reconocido. Con la aparición de la epidemia de SARS, los coronavirus pueden ser
considerados como "agentes patógenos emergentes". El origen del SARS plantea
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preguntas interesantes acerca de la evolución y la especificidad de la especie
coronavirus (WEISS y NAVAS-MARTIN, 2005).
2.2. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DEL VIRON
Estos son virus con envoltura, de forma esférica o elíptica,

moderadamente

pleomórficos, con un diámetro entre 100-150 nm y tiene un tamaño de 27 a 32 kb,
el mayor de todos los genomas de los virus ARN (VILLAREAL. de 2003, SAIF,
2004; MASTERS, 2006, CIRCELLA et al., 2007). El ARN es simple, de sentido
positivo que actúa como ARN mensajero después de que el virus entra en la
célula (HEINEMANN et al., 2009).
Además están compuestos por varios genes, incluyendo el gen 1, que esta
asociado con la replicación y transcripción del RNA. El gen 3 tiene tres marcos
abiertos de lectura (ORF), los cuales son secuencias de DNA entre un codón de
inicio y un codón de terminación de la traducción y esta compuesto por tres
proteínas 3a, 3b y 3c, donde la proteína 3c es la proteína E. El gen 5 esta
compuesto por dos proteínas, la 5a y la 5b. Estos genes esta ubicados de la
siguiente manera: -S- 3a, b, c (E) - M- 5a, b -N-(CASAIS et al., 2005; CAVANAGH
et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Organización genómica de los coronavirus. El genoma del SARS-CoV
es de aproximadamente de 29.7 kb. Los genomas de gastroenteritis transmisible
porcina (TGEV), el virus de la hepatitis murina (MHV) y el virus de la bronquitis
infecciosa de las gallinas (IBV) son aproximadamente de 28.5, 31.2, and 27.6 kb,
respectivamente. Ubicación de la glicoproteína de espícula (S), pequeña proteína
de membrana (E), proteína de membrana integral (M) y nucleocapside(N) (LAI et
al., 2007).
En cuanto a la envoltura, esta formada por una capa doble de lípidos en la cual
están localizados tres proteínas de membrana: la glicoproteína de espicula (S), la
proteína de membrana integral (M) y la pequeña proteína de membrana (E) (SAIF,
2004, CHU et al., 2006). Además se encuentra el núcleo de la ribonucleoproteina,
el cual contiene el genoma del RNA, quien junto con la proteína N forman el
nucleocapside (RNP) (Figura 3). La proteína N tiene varias funciones, como
conferir al RNA genómico cierta protección contra las ribonucleasas, además de
poseer dominios de ligación al RNA, a la membrana y a los fosfolipidos que
facilitaran la formación de las partículas virales. La ligación de la proteína N con
las terminaciones 5´ y 3´ del RNA sugieren que esta participa en la síntesis del
RNA viral, además de posibilitar la formación de complejos de transcripciones e
iniciar la respuesta celular (BRYAN, 2008).

Figura 3. Distribución de las proteínas del viron de la IBV. La proteína N rodea el
ARN. Las otras tres son proteínas de la envoltura. La proteína E está presente
sólo en pequeñas cantidades, en contraste la proteína M es la más numerosa de
las proteínas de la envoltura (CAVANAGH, 2005)
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La proteína mas importante, conservada y ampliamente estudiada, proteína
estructural de los coronavirus, es la RNA polimerasa RNA- dependiente, producto
de la ORF 1ab, la cual comprende dos tercios de la porción 5´del genoma de los
coronavirus. Dividido en dos grandes ORF, los productos de esta son
responsables por la transcripción y replicación viral, siendo altamente conservada
entre los coronavirus, así sea en grupos diferentes (VILLAREAL, 2003)
La proteína S es una glicoproteína tipo I que se oligomeriza en el retículo
endoplasmático y entra en el virón a través de interacciones no covalentes con las
proteínas de membrana. Esta forma proyecciones de cerca de 20 nm de longitud,
responsables por la apariencia espiculada del virón y por la actividad
hemaglutinante (WEISS et al., 2005).
De acuerdo con Villareal, 2003, tiene un peso molecular de 180 kDA y se
encuentra dividida en dos subunidades: S1 (ectodomio) y S2 (endodomio) de 90
kDa cada una. Es la principal responsable por la ligación a receptores celulares
(S1), así como por la interacción de estos receptores para la fusión de membranas
celulares y virales (S2), actividad necesaria para la observación de los efectos
citopáticos.

Además

del

tropismo

celular,

especificidad

por

especies,

patogenicidad, inducción de anticuerpos neutralizantes y respuesta celular
(CASAIS et al., 2003; SAIF, 2004; MCKINLEY et al., 2008; BRYAN, 2008).
Esta proteína (S), y principalmente, las subunidad S1, son altamente variables
como

resultado

de

mutaciones

y

permite

una

alta

diversidad

en

serotipos/genotipos dentro de la especies (VILLAREAL et al., 2007)
La glicoproteína de membrana M es una de las proteínas esenciales para la
producción de partículas virales. Esta compuesta por 225-230 aminoácidos y
cumple un papel importante en la formación de la envoltura y el núcleo del virón
(VILLAREAL, 2003; CAVANAGH, 2003)
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La pequeña proteína de membrana (E), compuesta de 84 a 109 aminoácidos,
es una proteína de envoltura necesaria para el montaje de partículas virales
(VILLAREAL, 2003)
2.3 REPLICACIÓN VIRAL
La replicación del virus de la Bronquitis Infecciosa se lleva a cabo en el citoplasma
(CHU et al., 2006; CASAIS et al., 2005; CASAIS et al., 2003), sin la formación de
cuerpos de inclusión (WEGE et al., 1982), para la producción de RNA mensajero.
La formación del viron ocurre por un proceso de unión a las membranas del
retículo endoplasmático, y no a la superficie de las células. Para todos los virus
con envoltura, un evento crítico durante la entrada a las células es la fusión de la
envoltura viral con la membrana de la célula del huésped (CHU et al., 2006). El
virus se acumula en las vesículas lisas, siendo, los nuevos virones liberados por
lisis de la célula afectada, como resultado de la migración de las vesículas del
virus en la superficie de la célula, así como por la fusión entre las vesículas y la
superficie de las membranas celulares (WEGWE et al., 1982). Por este único
mecanismo de replicación viral, los coronavirus tienen una alta frecuencia de
recombinación. Sus altas tasas de mutación, incluyendo su tendencia por las
recombinaciones pueden permitir que estos se adapten a nuevos hospederos y
nichos ecológicos (WOO et al., 2009)
2.4 IMPORTANCIA ECONÓMICA Y SANITARIA
Las enfermedades causadas por coronavirus son de alta relevancia para la
industria avícola. Existen varias cepas de este virus como el coronavirus de los
pavos (TCoV) que tiene un tropismo entérico marcado y es responsable por
graves pérdidas económicas debido a la alta mortalidad en animales jóvenes y a la
disminución en el rendimiento reproductivo en adultos. Las enfermedades
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relacionadas con el TCoV se caracterizan por disminución en el crecimiento,
enteritis y mortalidad.
El coronavirus de los faisanes esta asociado con síndromes respiratorios y
urinarios, que puede causar disminución en la producción de huevos de manera
similar con la infección de IBV en gallinas ponedoras (CIRCELLA et al., 2007).
En cuanto al virus de la bronquitis infecciosa (IBV, por las siglas en inglés
Infectious Bronchitis Virus), la importancia radica en las perdidas económicas por
la disminución en la producción de huevos, huevos con alteraciones del contenido
interno y de la cáscara, falsas ponedoras, infertilidad, retraso en el crecimiento,
aumento en la susceptibilidad a infecciones secundarias, y en algunos casos,
mortalidad severa a moderada (VILLAREAL, 2009) y la producción generalmente
no retorna a los niveles normales. (CAVANAGH et al., 2003).
Este es un virus epiteliotrópo que puede causar enfermedades agudas y
severas no solo en el tracto respiratorio donde produce tos, estornudos, estertores
traqueales, descarga nasal y sinusitis, si no también en el sistema renal (nefritis) y
reproductivo de las gallinas y los gallos (VILLAREAL et al., 2007; CAVANAGH et
al., 2003), donde puede llegar a causar cálculos en el epidídimo, llevando a que la
producción y la viabilidad del esperma este seriamente comprometida, pues los
conductos deferentes son responsables por la reabsorción de fluido desde el
testículo y cualquier daño de esta función puede ocasionar el acumulo de fluidos,
presión negativa de los fluidos, atrofia testicular e infertilidad (VILLAREAL et al.,
2007). La infección en pollitos de 1 día de edad puede producir un daño
permanente en el oviducto llevando a reducir la producción y calidad de los
huevos, cuando ellos llegan a la etapa de ponedoras. (CAVANAGH et al., 2003).
Además este virus puede causar necrosis muscular y se considera que la
replicación en superficies entéricas no causa la enfermedad clínica, pero puede
resultar en la excreción del virus a través de la materia fecal. En general los
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efectos adversos de la IBV hacen de ella la mayor causa de perdidas económicas
por enfermedades infecciosas (CAVANAGH et al., 2007)
También esta relacionada con aerosaculitis (enfermedad respiratoria crónica)
cuyo agente etiológico es el Mycoplasma gallisepticum y/o la Eschericha Coli en
donde se pueden observar los animales con un material blanco y espumoso en la
tráquea y en los sacos aéreos y en casos avanzados se puede observar el hígado
y el corazón cubierto por un exudado de color blanco amarillo fibrinoporulento.
Además de los cambios patológicos observados en los animales, la asociación de
estas dos enfermedades puede causar disminución en la calidad y cantidad de
huevos.
La mortalidad en las gallinas ocurre con frecuencia en las 2 últimas semanas de
vida, y en los animales jóvenes comúnmente a las 5-6 semanas de edad. La
muerte en si es causada por una infección secundaria pero existen algunas cepas
nefrapatogenicas que causan un 30% de la mortalidad en aves jóvenes.
(CAVANAGH et al., 2003)
De manera interesante se ha encontrado la IBV se puede establecer como una
infección persistente entre las gallinas pues se ha demostrado que cuando se deja
de detectar el virus después del periodo inicial de replicación, la excreción
comienza de nuevo durante el periodo cuando inicia la postura de huevos, debido
presumiblemente al estrés al que estas son colocadas. (CAVANAGH et al., 2007)
2.5 DIAGNÓSTICO
En cuanto al diagnostico de la IBV, este, se basa en la historia clínica, lesiones,
seroconversión o el aumento de títulos de anticuerpos, detección de antígenos de
IBV, aislamiento del virus y más recientemente por detección de RNA de lBV. El
diagnostico de la IBV debe incluir, si es posible, identificación de los serotipos y
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genotipos del virus debido a la gran variación antigénica exhibida en las cepas de
la IBV. (CAVANAGH et al., 2003).
2.5.1 Aislamiento Viral La tráquea es el principal objetivo de la IBV, y por lo tanto,
es la muestra de elección, especialmente dentro de la primera semana de
infección. Las muestras pueden ser tanto frotis de tráquea como tejido traqueal
colectado post mortem. En cada gallina los títulos máximos de infección con IBV
se encuentran en el día cinco, después disminuyen rápidamente. Esto es en parte
debido a que el virus crece inicialmente en el tracto respiratorio superior y se
disemina a órganos no respiratorios.
Muestras de pulmón, riñones y oviducto pueden ser consideradas dependiendo
de la historia clínica de la enfermedad. (CAVANAGH et al., 2003).
2.5.2 Embriones de pollos Los efectos característicos causados por el virus de la
bronquitis en huevos embrionados son el método mas clásico para la detección de
este virus y ha sido utilizado con éxito desde el inicio de los estudios de la
Bronquitis (VILLAREAL et al., 2009). Tales efectos incluyen enanismo, adherencia
de la membrana amniótica, hemorragia y muerte de los embriones, variando las
lesiones en función a las muestras y el número de pasajes en el huevo
(VILLAREAL et al., 2009; CAVANAGH et al., 2003). Para esta técnica son
utilizados huevos embrionados de gallinas con 9-11 días de edad inoculados por
la cavidad alantoide con 0.1- 0.2 mL de muestras de campo (macerado de
órganos, contenido entérico, tráqueas y cloacas, todos en forma de suspensiones
adicionadas de antibióticos y filtradas en membranas de 0.22 micrometros de
porosidad. Este es un modelo efectivo para el aislamiento de muestras de campo
de IVB pero tiene la desventaja que necesita por lo menos tres pasajes sucesivos
para la manifestación de lesiones características en los embriones, llevando a un
proceso prolongado para el diagnostico. (VILLAREAL et al., 2009).
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2.5.3 Cultivo en anillos de tráquea Esta técnica utiliza anillos de tráquea de
embriones SPF (llamados así por sus siglas en ingles Specific Pathogen Free)
con 19 a 20 días de incubación. Los anillos obtenidos son colocados
individualmente en tubos de ensayo con medio de cultivo celular y antibiótico y son
incubados a 37°C en sistema rotatorio de cultivo durante 48 horas. Después se
adiciona 0.1 mL de suspensión de la muestra que se esta analizando para
incubación. Después de 24, 48, 72 y 96 horas de inoculación se observan los
anillos evaluando la motilidad ciliar que debe disminuir en función de la replicación
del virus (VILLAREAL et al., 2009).
2.5.4 Métodos basados en ácidos nucléicos La detección de IVB basada en la
presencia de RNA viral especifico por la técnica de la reacción en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) debido a su confiabilidad para diagnóstico y tipificación, es
una de las técnicas de elección. La técnica de la RT-PCR produce principalmente
un DNA a partir del RNA del virus de la Bronquitis de modo específico dirigido por
pequeñas sondas de DNA llamadas primers. A seguir este DNA así producido,
llamado DNA complementario es amplificado millones de veces por la reacción en
cadena de la polimerasa, siendo el tamaño del fragmento de DNA doble hélice
(medido en pares de bases) limitado por los primers y, posteriormente, el
fragmento de DNA especifico así producido puede ser detectado en electroforesis.
Para el diagnóstico de selección por el método de RT-PCR es necesario primero
la elección de regiones genómicas que sean altamente conservadas dentro de una
cierta especie de patógeno, para que los primers sean capaces de dar inicio a la
amplificación de secuencias especifica presentes en la mayor diversidad posible
de tipos de agentes a ser detectados. En el caso de la Bronquitis una región del
genoma ya conocida para el diagnóstico de selección es un gen que codifica la
nucleoproteína N y también una región que se localiza en el final del genoma viral
y que es llamada región no traducida 3´, conocida por las siglas en ingles The
three prime untranslated region (3' UTR), es decir que las RT-PCRs que tengan
estas regiones como objetivo son capaces de virtualmente permitir el diagnóstico
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de cualquier serotipo o genotipo de IBV, pero no permite diferenciar entre las
diferentes cepas, siendo necesario la elección de una región que permita detectar
diferencias entre tales muestras. En este caso el gen codificador de la
glicoproteína de espícula S es la región que por pose áreas específicas para cada
serotipo y genotipo. Así es posible utilizar primers en la RT-PCR encaminados al
gen S que específicamente detectan este o aquel tipo de IBV o que permite
producir DNA para que esta diferenciación sea entonces realizada por
secuenciamento de DNA.
A pesar que la técnica de RT-PCR es altamente sensible y especifica se deben
asociar resultados obtenidos por las diferentes técnicas que permitan un
diagnostico mas preciso y objetivo (VILLAREAL et al., 2009).
2.6. DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL
La bronquitis infecciosa puede ser parecida a otras enfermedades respiratorias
agudas como la enfermedad de Newcastle, laringotraqueitis y coriza infecciosa. La
enfermedad de Newcastle es, generalmente, mas severa que la IBV. Se pueden
observar signos nerviosos con cepas virulentas de Newcastle y en los lotes de
ponedoras, la disminución en la producción es mayor que en la IBV. La
laringotraqueitis tiende a diseminarse mas lento en un lote, pero los signos
respiratorios pueden ser mas severos que los de la IBV. En cuanto a la Coriza
Infecciosa se puede diferenciar en base al exceso de líquidos acumulados en la
cara (edema facial) que ocurre raramente en la IBV.
2.7 PREVENCIÓN

Se deben emplear estrategias de intervención para disminuir el riesgo de
diseminación de este virus como por ejemplo procedimientos de manejo que
incluye el aislamiento estricto y la repoblación solamente con pollos de un día,
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seguido por la limpieza y desinfección del galpón. Los métodos actuales de
producción que incluyen múltiples edades en un galpón o múltiples edades en una
granja con una alta densidad de animales, dificulta el control y por lo tanto es
necesario el uso de inmunización para prevenir la disminución en la producción
debido a la IBV (CAVANAGH et al., 2003)
Un aspecto importante que se debe tener en cuenta es que la protección de la
vacuna es corta y serotipo-específica, el descenso de esta comienza nueve
semanas después de la vacunación. (CAVANAGH et al., 2007)
Para la inmunización contra la IBV se usan tanto vacunas vivas como vacunas
inactivadas. Las vacunas vivas son usadas en pollos de engorde y para la
vacunación inicial de reproductoras y ponedoras. Las vacunas inactivadas en
emulsión oleosa son usadas principalmente para reproductoras y ponedoras. Las
cepas de bronquitis infecciosa que se usan normalmente en las vacunas vivas son
atenuadas por varios pasajes en huevos embrionados. Se debe evitar realizar
muchos pasajes para prevenir la reducción de inmunogenicidad. El grado y la
estabilidad de esta atenuación probablemente varían entre las vacunas.
Las vacunas con serotipo Massachusetts se usan comúnmente. Si es aislado
virus de este serotipo en lotes vacunados con cepa Massachusetts y con signos
clínicos respiratorios, existe la tendencia de creer que es simplemente un virus
vacunal re- aislado y que otro serotipo puede ser la causa de la enfermedad. Este
no es el caso. El virus Massachusetts puede ser el virus que tenga más virulencia
y es capaz de romper la respuesta inmune inducia a través de la vacuna
(CAVANAGH et al., 2003).
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3. MATERIALES Y MÉTODOS
La investigación se desarrolló en el período de enero a agosto de 2009, tiempo
durante el cual se realizó la introducción al laboratorio, el conocimiento del
personal que allí trabaja, los proyectos de investigación que se desarrollan, las
diferentes técnicas de biología molecular que se efectúan y el entrenamiento para
procesar y analizar las muestras de campo.
3.1 MARCO GEOGRÁFICO
El estudio se llevó a cabo en codornices que provenían de una granja ubicada en
Santa María de Jetibá, estado de Espíritu Santo al este de la región sudeste de
Brasil (Figura 4).

Figura 4. Mapa de ubicación de la granja en el estado de Espíritu Santo
(Google Maps)
3.2 MARCO DEMOGRÁFICO
Teniendo en cuenta un universo poblacional de 181.021 codornices de la raza
Coturnix coturnix japónica, estratificadas por edades en tres lotes de: 37.798 aves
de 255 días (1a), 52.462 aves de 81 días (1b) y 90.761 aves de 192 días (02); se
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realizó un muestreo probabilístico al azar cuyo tamaño fue de 6 aves en
representación de cada estrato (Grafica 1).

Población por edad en días
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Grafica 1. Distribución de la población de codornices de la raza Coturnix coturnix
japónica.
Las

aves

eran

alojadas

en

galpones,

distribuidos

en

jaulas

de

aproximadamente 10 codornices cada una. La dieta suministrada era a base de
trigo, harina de soya, aceite se girasol, sal y fosfato de calcio. La cantidad de
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alimento dependía de la etapa productiva en la que se encontraban; por lo que las
aves del grupo 1a y 02 tenían un consumo de 23 gramos, las del lote 1b un
consumo de 15 gramos.
El signo clínico que presentaban estos animales eran cambios en la
conformación de la cáscara del huevo, presentando cáscaras rugosas.
Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Biología Molecular y Serología
Aplicada (LABMAS) de la Universidad de São Paulo por sospecha de Bronquitis
infecciosa en estos animales debido a que próximo de esta granja se encontraba
una granja de gallinas ponedoras, que estaban presentado problemas de
bronquitis a pesar del esquema de vacunación (Tabla 2), sin embargo a las
codornices en estudio no aplica ningún esquema de vacunación.
Tabla 2. Esquema de vacunación de las gallinas ponedoras
Edad

Semana

Vacuna

Vía de aplicación

1

1

Pneumovírus

Spray

7

1

Bronquitis / Newcastle

Spray

21

3

Gumboro

Água

28

4

Bronquitis / Newcastle y Gumboro

Água2

34

4

Gumboro

Água

35

5

Coriza + Pneumovirus

55

8

Bronquitis / Newcastle

Ocular

55

8

Encefalomielitis y viruela

Punción ASA

75

10

Micoplasma

Spray

90

12

Bronquitis / Newcastle

Spray

100*

14

IM Pecho / Gota

Pneumovirus+Bronquitis+Newcastle+E
DS

Nota. Datos tomados de L.Y.B. Villareal (2009)
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Ocular

IM Pecho

3.3 MUESTRAS
Se estudiaron las muestras de contenido entérico, pulmones, riñones, tráqueas y
tracto reproductivo de codornices con sospecha clínica de infección por
coronavirus.
3.4 EXTRACCIÓN DE RNA
Para realizar la extracción tomaron en cuenta los siguientes pasos (Figura 5):
1. Maceración de las muestras que son colocadas posteriormente en un
eppendorf para completar con agua ultrapura tratada con (DEPC) (mitad y
mitad).
2. Congelación de las muestras a -80°C por 15 min y descongelación a 57°
por 15 min (repetición de estos procedimientos por tres veces)
3. Centrifugación a 5000g a 4°C por 15 min.
4. Separación de 750 µl de TRIzol TM más 250 µl de sobrenadante o agua ultra
pura en el caso del control negativo
5. Se adiciona 200 µl de Cloroformo y se centrifuga a 12.000g a 4°C por 15
min.
6. En otro tubo eppendorf se coloca 500 µl de propanol absoluto y 500 µl de la
muestra y se centrifuga de nuevo (12.000g a 4°C por 15 min).
7. Descarta el sobrenadante y se coloca 950 µl de etanol al 75%, más una
centrifugación (12.000g a 4°C por 10 min).
8. Descarta nuevamente el sobrenadante y seca a 57°C por 5- 10 min con la
tapa abierta.
9. Se adiciona 20 µl de agua ultra pura y se coloca a 56°C por 10 min con la
tapa cerrada.
10. Se homogeniza y guarda en el congelador a -20 °C.
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Figura 5. Procedimiento de extracción de RNA (El Autor)
3.5 DETECCIÓN DE CORONAVIRUS AVIAR
Para el diagnóstico del triagem de coronavirus aviar, se empleó la reacción de RTPCR dirigida para la región 3’UTR del genoma de los coronavirus del grupo 3, de
acuerdo con lo propuesto por Cavanagh et al. (2002) con algunas modificaciones.
Como control positivo de la reacción se utilizó una muestra de la vacuna viva
Massachusetts de la Bronquitis infecciosa y, como control negativo, agua ultrapura.
3.5.1 Síntesis de cDNA (transcripción-reversa) Se desnaturalizaron 7µL de
RNA a 95 ºC durante 5 minutos y se adicionaron al mix de transcripción reversa
que contenía 1 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), 10mM de cada dNTP, 1mM
DTT, 1pmol/µL de cada primer (UTR41+ y UTR11-) y 200U de M-MLV Reverse
Transcriptase (InvitrogenTM) para un volumen de reacción final de 20µL,
realizándose la transcripción reversa a 45ºC/60 minutos seguidos de 72ºC/10
minutos.

39

3.5.2 Primera amplificación A seguir, 5 µL de cada cDNA fueron adicionados al
mix de PCR [1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/µL de
cada primer (UTR41+ y UTR11-) (tabla 3), 1,5mM MgCl2, 25,25 µL agua ultra-pura
esterilizada y 1,25U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM) para una reacción final
de 50µL] y sometidos a 35 ciclos de 94ºC/ 1 minuto, 48ºC/1,5 minutos y 72ºC/2
minutos, seguidos por 72ºC/10 minutos para la extensión final.
3.5.3 Segunda amplificación A seguir, 5 µL de cada DNA amplificado se
adicionaron al mix de nested [1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP,
0,5 pmol/µL de cada primer (UTR31- y UTR41+) (tabla 3), 1,5mM MgCl2, 25,25 µL
agua ultra-pura esterilizada y 1,25U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM) para
una reacción final de 50µL] y sometidos a 35 ciclos de 94ºC/ 1minuto,
48ºC/1,5minutos a 72ºC/2minutos, seguidos por 72ºC/ 10 minutos para la
extensión final. En esta etapa, se adicionaron tubos con agua ultra-pura por cada
tres muestras para evaluar contaminaciones por DNA amplificado (Figura 6).
Se consideraron positivas las muestras que resultaron en una

banda

correspondiente de 179 pares de bases (pb) en un gel de agarosa a 1,5%
coloreado con brometo de etilo 0,5 µg/mL.
Tabla 3. Primers y respectivas secuencias para la detección del virus de la
bronquitis infecciosa aviar dirigidos a la amplificación de un segmento de 179 pb
de la región 3’UTR.

Primer

Secuencia

UTR41+

5’ ATGTCTATCGCCAGGGAAATGTC 3’

UTR11-

5’ GCTCTAACTCTATACTAGCCTA 3’

UTR 31-

5’ GGGCGTCCAAGTGCTGTACCC 3’
Nota. Tomado de CAVANAGH et al., (2002)
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Figura 6. a. Equipo Termociclador, b. Laboratorios de Biología Molecular y
Serología aplicada (LABMAS), serología y electroforesis (El Autor)
3.6 NESTED RT-PCR PARA AMPLIFICACIÓN PARCIAL DE LA REGIÓN
CODIFICADORA DE LA SUBUNIDAD S1 DE LA PROTEÍNA S DE LA IBV
Las muestras clasificadas como positivas para la presencia de la especie viral de
IBV después del análisis de las secuencias de la región 3’UTR fueron sometidas a
tentativas de caracterización por secuenciamento de DNA a partir de un segmento
de 390pb de la región codificadora de la subunidad S1 de la proteína S de IBV,
utilizando lo primer descritos por Monne et al., 2008, según el protocolo:
3.6.1 Síntesis de cDNA (transcripción-reversa) Fueron desnaturados 7 µL del
RNA obtenidos conforme el item 3.5.1 a 95 ºC durante 5 minutos y adicionados al
mix de transcriptasa reversa que contenía 1 x First Strand Buffer (InvitrogenTM),
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1mM de cada dNTP, 10mM DTT, 1µM de cada primer (SX1+ y SX2-, tabla 3) y
200U de M-MLV Reverse Transcriptase (InvitrogenTM) para un volumen de
reacción final de 20µL, realizándose la transcripción reversa a 42ºC/60 minutos.
3.6.2 Primera amplificación A seguir, 5 µL de cada cDNA se adicionaron al mix
de PCR [1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 µM de cada
primer (SX1+ y SX2-, tabla 4), 1,5mM MgCl2, 25,25 µL agua ultra-pura esterilizada
y 1,25U de Platinum Taq DNA polymerase (InvitrogenTM) para una reacción final
de 50µL] y fueron sometidos a 35 ciclos de 94ºC/ 1 minuto, 48ºC/1,5 minutos a
72ºC/2 minutos, seguidos por 72ºC/10 minutos para la extensión final.
3.6.3 Segunda amplificación (nested PCR) 5 µL del producto de la primera
amplificación (item 3.6.2) fueron adicionados al mix de nested PCR [1 x PCR
Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/µ de cada primer (SX3+ e
SX4-, tabla 4) 25,25 µL agua ultra-pura esterilizada y 1,25U de Platinum Taq DNA
polymerase (InvitrogenTM) para una reacción final de 50µL] y sometidos a 35 ciclos
de 94ºC/ 1minuto, 48ºC/1,5minutos a 72ºC/2minutos, seguidos por 72ºC/ 10
minutos para la extensión final.
En esta etapa, se adicionaron tubos con agua ultra-pura por cada cuatro
muestras para evaluar las contaminaciones por DNA amplificado.
consideraron

positivas

las

muestras

que

resultaron

con

una

Se
banda

correspondiente de 390 pb en gel de agarosa a 1,5% coloreado con bromuro de
etidio 0,5 µg/mL.
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Tabla 4. Primers y respectivas secuencias dirigidos a la región codificadora de la
subunidad S1 de la proteína S del virus de la bronquitis infecciosa de las gallinas
para la tipificación de las muestras detectadas.
Posición en el
genoma
Primer Secuencia

IBV

SX1+

5’ CACCTAGAGGTTTGYTWGCAT 3’

677-697

SX2-

5’ TCCACCTCTATAAACACCYTT 3’

1150-1170

SX3+

5’ TAATACTGGYAATTTTTCAGA 3’

705-725

SX4-

5’ AATACAGATTGCTTACAACCACC 3’ 1072-1094

de
Amplificación
494pb
390pb

Nota. Datos tomados de Brandão (2009)
3.7 SECUENCIAMENTO DE DNA
3.7.1 Purificación de los productos de PCR y secuenciamiento de DNA La
purificación de los productos de la PCR para la región 3’UTR de las muestras
positivas en codornices (179pb), para la determinación de la especie de
coronavírus aviar, se realizó utilizando GFX PCR DNA and gel band Purification
Kit (GE Healthcare), siendo el DNA así purificado, cuantificado visualmente con el
Low Mass DNA Ladder (InvitrogenTM) según las instrucciones del fabricante.
La reacción de secuenciamento de DNA consistió en 4 µL de BigDye 3.1
(Applied BiosystemsTM), 4 µL de 5x Sequencing buffer (Applied BiosystemsTM), 3,2
µmol de cada primer (UTR 41+ y UTR31-) en reacciones separadas, 30ng del
DNA objetivo y agua ultra-pura esterilizada cantidad suficiente para una reacción
final de 10 µL, llevándose al termociclador Mastercycler Gradient (EppendorfTM)
para 35 ciclos de 96ºC/10 segundos, 50ºC/5 segundos y 60ºC/4 minutos, con
rampa de 1ºC/segundo entre cada temperatura.
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A seguir, el producto de esta reacción fue precipitado a temperatura ambiente
con 80µL de isopropanol a 75%, incubándose durante 20 minutos, centrifugándose
a 12.000 x g/ 25 minutos, removiéndose el sobrenadante y adicionándose 250µL
de etanol a 70%, centrifugándose a 12.000 x g/5 minutos y secando el producto
precipitado.
Después de esta etapa, las secuencias fueron analizadas en el secuenciador
automático ABI-377 (Applied Biosystems™).
3.7.2 Edición de secuencias Los cromatogramas generados para cada una de
las secuencias senso e antisenso de cada muestra y gen fueron sometidos al
programa Phred online en http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ para la
evaluación de la calidad de los mismos, utilizandose apenas posiciones con
calificación superior a 20 (1 error a cada 100 nucleotídeos).
A seguir, los cromatogramas fueron conferidos manualmente con el programa
Chromas v. 2.23 (© 1998-2002 Technelysiumm Pty LTD) para buscar por errores
de interpretación y discrepancias entre cada una de las cintas secuenciadas.
La secuencia final de cada muestra se obtuvo con la aplicación Cap-Contig con el
programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999), siendo esta sometida al BLASTn para la
confirmación del secuenciamiento en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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4. RESULTADOS
Al realizar la necropsia (Figura 7) no se encontraron cambios patológicos
aparentes, sin embargo se realizaron pools por lote del aparato reproductivo
(oviducto y ovarios), contenido entérico, pulmones, tráqueas y riñones para
determinar la presencia o no de un coronavirus aviar.

Figura 7. Necropsia de las codornices para la toma de muestras (El Autor)
Después de realizar la RT-PCR y la segunda amplificación de la región 3UTR
se obtuvieron muestras (Tabla 5) que al ser comparadas con el Ladder, que es un
marcador de peso molecular utilizado como guía para saber la altura de la banda
del virus que se esta investigando, se consideraron como positivas aquellas con
una altura de 179 pares de bases (Figura 8).
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Tabla 5. Resultados obtenidos en gel agarosa 1.5% a partir de la segunda
amplificación (NESTED) de la región 3 UTR. Donde (A.R) representa aparato
reproductivo, (C.E) contenido entérico, (P) pulmón, (R) riñón y (T) tráquea.

LOTE IDENTIFICACIÓN RESULTADO
1ª
A.R
NEGATIVO

1B

02

C.E
P
R
T
A.R
C.E
P
R
T
A.R
C.E
P
R
T

POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

Figura 8. Gel agarose 1.5% para la región 3 UTR mostrando muestras positivas (1
y 2) que se encontraban en la altura de la banda de 179 pares de bases (pb) y el
ladder (L) el cual contiene 900 pb contadas de 100 en 100 pb
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A partir de los resultados obtenidos de las muestras brasileras se realizó la
secuencia de las bandas para determinar en que grupo de coronavírus se podían
clasificar. Al analizar y la comparar con el programa Gen Bank (base de datos de
secuencias analizadas en el mundo) se obtuvo una identificación de 94% con el
virus de la bronquitis infecciosa y el coronavirus de los pavos (Figura 9),
clasificándolo en el grupo tres de los coronavirus.
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Figura 9. Comparación de las secuencias con la base de datos del Gen Bank
Debido a que las investigaciones de la bronquitis infecciosa se enfocan
principalmente en la gran variación genética exhibida en la superficie de la
proteína S del gen, conocida como variación antigénica (CAVANAGH et al., 2007),
se buscó secuenciar el gen S para determinar a cual serotipo pertenecían esas
muestras, sin embargo no se obtuvieron resultados.
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5. DISCUSIÓN

Las infecciones con coronavirus no se encuentran asociadas necesariamente con
signos clínicos, aunque se han detectado en el intestino de un gran número de
aves asintomáticas, incluyendo pavos domésticos, patos, gansos, pavo real y
palomas salvajes (JONASSEN et al., 2005), evidenciándose así que en la muestra
1a perteneciente al pool de contenido entérico la replicación resultó en la
excreción del virus a través de la materia fecal, el no encontrar cambios
patológicos en la necropsia, no significa que el virus este ausente en los galpones,
probablemente el resultado se debe a que en el momento de realizar la detección
en los órganos, el virus no se encontraba en fase de replicación, o la cantidad
presente era muy baja para ser detectada.
El único signo clínico presente en este estudio, era el cambio en la
conformación de la cáscara del huevo, lo que confirma que este virus se puede
replicar en el oviducto contribuyendo a la disminución de la producción de huevos
tanto en la calidad como en la cantidad (VILLAREAL et al., 2007)
En 2005, un síndrome entérico fue observado en codornices (Coturnix coturnix)
criadas en una granja en el sur de Italia, siendo un coronavirus detectado en el
contenido intestinal de estos animales (CIRCELLA, 2007). En este mismo estudio
se confirma la presencia de coronavirus en las codornices, denominado Quail
Coronavirus (QCoV) y la secuencia de aminoácidos demuestra una identidad de
16-18% con la IBV, sugiriendo que el coronavirus de las codornices no es una
variante de la IBV. En contraste, la secuencia de aminoácidos de la porción S1 del
QCoV tiene 79-81% de identidad con las cepas de la TCoV. De acuerdo con este
criterio de clasificación, el QCoV puede ser un virus similar al de los pavos. Por
otro lado la investigación realizada, además de encontrar alta compatibilidad con
el coronavirus de los pavos (94%), se encontró un 94% de compatibilidad con el
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virus de la Bronquitis Infecciosa de las Gallinas, indicando que es viable que las
codornices sean susceptibles a estos dos virus.
Es importante resaltar que las condiciones para la recombinación a través de
los diferentes serotipos de la IBV en campo, son la gran densidad poblacional, la
facilidad de difusión del virus, la co-circulación de diferentes serotipos del virus,
incluyendo pruebas de coinfección con más de un serotipo en un lote determinado
(CAVANAGH et al., 2007) y debido al mecanismo de replicación viral, sus altas
tasas de mutación, incluyendo su tendencia por las recombinaciones pueden
permitir que estos se adapten a nuevos hospederos y nichos ecológicos (WOO et
al., 2009), con la cual se determinó que el posible virus que se encontró en la
granja analizada pertenecía a este serotipo, sin embargo se necesita más datos
estadísticos y epidemiológicos para establecer la interacción entre el agente, la vía
de transmisión y el huésped.
Por otra parte un cambio activo en la genética poblacional permite
adaptaciones rápidas del hospedero a través de la selección de la mayoría de las
subpoblaciones virales. La selección asegura largos períodos de sobrevivencia del
virus en las células organismo, y el nivel poblacional de hospederos y puede
conllevar a cambios en la patogénesis y la emergencia de nuevos patógenos
virales (MCKINLEY et al., 2008). Además es una enfermedad de distribución
normal y los brotes ocurren con frecuencia hasta en los lotes vacunados porque
las cepas aisladas a partir de esos lotes pueden ser diferentes de la cepa utilizada
en la vacuna (CAVANAGH et al., 2003)
En el caso de las gallinas en Brasil solamente se permite la vacunación con la
cepa Massachusetts H120, por lo que se ha demostrado en diferentes estudios
que hay más cepas denominadas variables circulando en el ambiente. En cuanto a
las codornices no se tiene un esquema de vacunación para este virus por lo que
se puede deducir que los resultados obtenidos pertenecen realmente a una cepa
de campo y no a una cepa vacunal.
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Por otra parte, Cavanagh y colaboradores (2001) establecieron que el orden
genético del coronavirus de los faisanes y de los pavos es parecido al del virus de
la bronquitis infecciosa (S-3-M-5-N-3´UTR). En el año 2003 Cavanagh et al.,
confirmaron que el gen 3 y 5 es análogo entre estos tres virus debido a las
secuencias que obtuvieron, pero todavía no se han descubierto las características
genéticas que marcan un coronavirus como proveniente de una especie de
hospedero en vez de otra.
Si se tomara como criterio principal la organización del genoma y la secuencia
genética como para definir las especies de coronavirus, los faisanes, los pavos y
las gallinas, serian en datos actuales considerados probablemente como una
especie única de virus. Mientras que los criterios biológicos pueden sugerir otra
forma (CIRCELLA et al., 2007).
Es por esto que es importante obtener y analizar la secuencia del gen S para
determinar realmente cual es el criterio de evaluación que puede ser usado en el
caso de las codornices, sin embargo en este estudio no se pudo determinar la
secuencia del gen S debido al número insuficiente de muestras. Actualmente este
trabajo se encuentra en desarrollo y sus resultados se obtendrán en un término de
dos años, tiempo durante el cual culminará la investigación.
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6. CONCLUSIONES
Las codornices son susceptibles a coronavirus similares a la IBV y TCov, y
presentan síntomas compatibles con la bronquitis infecciosa de las gallinas.
Además el virus encontrado en las codornices se clasifica en el grupo tres, lo que
quiere decir que pertenece a un coronavirus aviar, sin embargo es esencial
determinar la secuencia del gen S, con lo cual se conseguiría clasificar el serotipo
del virus aislado.
A pesar que el método basado en ácidos nucleícos es altamente sensible se
evidencia la necesidad de realizar otro tipo de técnica diagnostica, como el
aislamiento en embriones de pollo para conseguir resultados más confiables.
Con el trabajo realizado se observa la importancia de desarrollar una
investigación futura, en donde se evalúen muestras de granjas de codornices y
gallinas ponedoras, debido a que no se conoce con certeza la diversidad
molecular de los coronavirus que puedan afectar a las codornices, así como el
papel que ellas tienen como posible portador sano y transmisor del virus de la
bronquitis infecciosa de las gallinas, demostrando el valor de aplicar un posible
esquema preventivo de vacunación.
Por último este tipo de experiencias enriquecen la formación tanto profesional
como personal ayudando a obtener conocimientos que van a ser herramientas
importantes para conseguir destacarse en el medio donde la persona se
desarrolle.
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